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Os genes codificantes para as enzimas 6xido de Aleno Ciclase (AOC), Cistatina, fc-1,3-Glucanase e de 
Proteina Thaumatin-like (AOCCs, CystCs, fiGlucCs e tl1) foram isolados de Castanheiro Europeu. Estas 
enzimas sao expressas ao longo da infeccao pelofungo patogenico Phytophthtora cinnamomi Rands., e 
sao responsaveis pela defesa e combate da planta contra a doenca da tinta. Os genes isolados regulam a 
expressao das enzimas referidas e quando sobreexpressos conferem a planta maior tolerancia contra a 
doenga da tinta. Os referidos genes podem ser inseridos em sense em Castanheiros, Sobreiros e outras 
especies lenhosas, permitindo uma maior tolerancia a doenga provocada por P. cinnamomi. 
Consequentemente as plantas de variedades com elevado interesse economico podem ser protegidas e 
preservadas, sem perda da qualidade dos frutos e da madeira. 



DESCRigAO 

Genes codificantes de Oxido de Aleno Ciclase (AOC), Cistatina, p-l,3-Glucanas'e' e, de 
Protefna Taumatin-like isolados de Castanheiro Europeu (Castanea saliva Mill.) 

OB JECTO DA INVEN£AO 

A presente inveii9ao diz respeito ao isolamento e identifica9§LO de sequencias de nucleotidos 
codificantes para proteinas envolvidas na resistencia ao fungo patogenico Phytophthora 
cinnamomU causador da doen9a da tinta em Castanheiro, e a metodos para o melhoramento da 
resistencia recorrendo a plantas transforniadas com uma constru9ao contendo um ou mais 
genes isolados e as plantas e sementes transforniadas com essas constra9oes. 

ESTADO DA TECNICA 

O Castanheiro Europeu {Castanea saliva Mill.) e uma especie lenhosa com grande 
importancia economica pela variedade de produtos que fornece, derivados da madeira e do 
fhito. Do ponto de vista ecologico a cultura do castanheiro oferece igualmente a vantagem de 
cobertura e fixa9ao do solo, especialmente em zonas montanhosas e muito declivosas. 

Na ultima decada assistiu-se a um acentuado declineo na area de distribui9ao desta especie 
devido a varios factores: por um lado, o envelliecimento das popula9oes e, por outro, a certas 
doeii9as, nomeadamente a doen9a da tinta, provocada pelos fungos Phytophthora cinnamomi 
e Phytophthora cambivora e, mais recentemente, a doen9a do cancro, provocada pelo fungo 
Criphonectria parasitica. 

Em Portugal a especie C saliva sofreu um decrescimo acentuado a partir de 1886 [Malato- 
Beliz (1987), O castanlieiro na economia e na paisagem, Edi9ao da Camara Municipal de 
Castelo de Vide], em resultado da doen9a da tinta. Os pro gramas de selec9ao de clones 
tolerantes iniciaram-se nos anos 40 por Vieira Natividade e foram prosseguidos nos anos 60 
por Carvalho Fernandes [Fernandes, C.T. (1966), A "doen9a da tinta" dos castanheiros. 
Parasitas do Genero Phytophthora de Bary, Disserta?ao de Concurso para lnvestigador em 
Patologia Vegetal, Direc9ao Geral dos Servi90s Florestais e Aquicoias, Centro de 
Investiga96es Florestais, Alcoba9aJ. A maior parte dos clones seleccionados com base na 
resistencia a doen9a perderam-se nos ultimos 50 anos, restando actualmente muito pouca 
informa9&o no que respeita a identidade genetica dos que sobreviveram. 
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A doenga da tinta em arvores adultas de C. scttiva manifesta-se, segundo Telhada J.A.B.M. 
(1990, A "tinla" do castanheiro - aspectos principals e perspectivas de luta. Vida Rural, 5, 36- 
39), por um enegrecimento das radfculas e raizes mais finas e a consistencia moie'tta" 
respectiva epiderme. Aqueles tecidos entram em decomposipao, provocando a raorte 
progressiva dos ramos. Nas raizes mais grossas e/ou no colo das piantas, sao observadas 
manchas escuras, quase negras [Grente, J. (1961), Lamaladie de L'Encre du Chataignier 1 - 
Etiologie et Biologie. Ann. Epiphyties, 12, 5-24]. 

Na parte aerea, os dois autores anteriormente referidos descrevem o amareJecimento das 
folhas, de cima para baixo, iniciando-se nas extremidades dos ramos. O limbo pode 
aprcsentar-se iigeiramente fechado em V. As folhas amarelecidas nfio apresentam queda 
outonal. 

As estruturas infecciosas em P. cinnamomi correspondem a zoospores que podem existir 
perto da raiz, principalmente em condipoes de alagamento. A penetrapao do fungo no tecido 
vegetal pode dar-se por via intercelular, na qual um tubo germinativo avanpa entre as paredes 
anticlinais de duas celulas epidermicas, ou por via intracelular, tambem por intermedio de 
tubo germinativo [Dale, M.L., Irwin, J.A.G. (1991), Stomata as an infection court tor 
Phytophthora megasperma f sp. medicaginis in chickpea and a histological study of 
infection. Phytopathology, 81, 375-379]. Nas raizes mais finas e caules aao lenhificados a 
penetrapao do fungo ocorre atraves da epiderme [Whiteside, J.O. (1971), Some factors 
affecting the occurrence and development of root rot on citrus trees, Phytopathology, 61, 
1233-1238]. Em tecidos ienhosos, suberificados ou na coilk a penetrapao do tubo 
germinativo e posslvej apenas se existir ferimento [Boccas, B., Laville, E. (1978), Les 
maladies a Phytophthora des agrumes, SETCO-IRFA Ed., Paris]. 

Dos estudos de caracterizapao molecular por RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) 
de clones toJerantes a doenfa da tinta [Seabra, R.C., Ribeiro, G., Co trim, H., Pais, S. (1996), 
First Approach for the Molecular Characterisation of Chestnut Clones, Silva LusUana, 4(2), 
251-253; Seabra, R.M.L.C. (1998), Transformapao Genetica de Casfanea sativa Mill, e 
CaracterizapSo Molecular do Genero Castanea, Dissertapao de Doutoramento, Faculdade de 
Ciencias da Universidade de Lisboa], conclui-se que as populacoes naturais que resistem as 
doenpas possuem uraa boa base de diversidade genetica. Estes resultados constituem a base 



cientifica para o prosseguimento dos estudos no sentido de isolai' e caracterizar os genes de 
resistencia a doen9a da tinta, o que constitui o objectivo do presente trabalho. 

' ' H M \\ « * * ' 

Nos ultimos anos tern sido desenvolvida investiga9ao no sentido de identificar os genes 
responsaveis pela resistencia a diferentes doen9as (genes R), tendo-se verificado que existe 
uma grande homologia entre eies. A existencia de genes R identificaclos e clonados abre a 
possibilidade de os transferor, por transforma9ao genetica, para genotipos seleccionados. 

Os genes que codificam as enzimas AOC, Cistatina, p-l,3-GIucanase e Taumatin-like estao 
descritos como importantes na defesa de variadas plantas ao ataque por microorganismos 
patogenicos. 

O passo catalizado na via biossintetica do jasmonato pela AOC e importante na resposta a 
ferida em tabaco, batata e Arabidopsis. Na ultima decada, os jasmonatos foram reconhecidos 
como elementos centrais numa cascata de sinal baseada em Upidos, a qual tern urn pape! 
chave nas reacpoes de defesa de plantas contra o ataque por patogeneos. Ura trabalho 
importante para o estudo da AOC em tabaco foi descrito por Stenzel, I., Hause, B., Maucher, 
R, Pitzschke, A., Miersch, 0., Ziegler, J., Ryan, C.A. e Wasternack, C. (2003), Allene oxide 
cyclase dependence of the wound response and vascular bundle-specific generation of 
jasmonates in tomato - amplification in wound signalling, The Plant Journal, 33, 577-589. 

As Cistatinas nas plantas encontram-se envolvidas na regulagao do turnover proteico e tern 
urn papel importante na resistencia contra insectos e patogeneos. Tambem denominadas de 
inibidores de proteases de cistemas, inibem a acijao de proteases libertadas pelo patogeneo 
aquando da infecfao da planta, as quais causam grave dano as celulas do hospedeiro. Nas 
fclhas de Arabidopsis as Cistatinas sao fortemente induzidas pela ferida, pelo ataque de 
patogeneos nao virulentos e pelo oxido nltrico [Belenghi, B., Perazzolli, M, DeDedonne, M. 
(2002), ATCYS from Arabidopsis thaliana encodes a cysteine-pro tease inhibitor that 
functions as a negative regulator of hypersensitive cell death, Proceedings of the XLVI Italian 
Society of Agricultural Genetics - SIGA Annual Congress, Giardini Naxos, Italy, 18/21 
September, Poster Abstract 5.13]. Mais pormenores sobre .a acpao destas enzimas podem ser 
consultadas em Kondo, H., Abe, K., Nishimura, L, Watanabe, H., Emori, Y. e Arai, S. (1990), 
Two Distinct Cystatin Species in Rice Seeds with Different Specificities against Cysteine 
Proteinases, The Journal of Biological Chemistry, Vol. 265, No. 26, I 5832-1 5837. 




As |j- 1 ,3-Glucanases de plantas sao proteinas abundantes envolvidas em di versos processes 
fisiologicos e de desenvolvimento, incluindo microspore genese, germinapao de poleu, 
fertilizapao, gennir^So de sementes e defesa contra patogeneos. As P-l,3-G.lucanases cle 
plantas estao divididas em pelo menos tres classes, dependendo da sua estrutura primaria. A 
Classe III contem as glucanases induzidas por patogeneos. A expressao de inuitas |3-l,3- 
GlucanzLses pode ser induzida por elicitadores fungicos, ferida, acido salicflico, etileno e 
outros indutores quimicos. Os genes das 0- 1,3 -Glucanases tambem podem ser expresses 
durante a resposta hipersensitiva em folhas de tabaco inoculadas com o virus TMV. Pensa-se 
que as |3- 1,3 -Glucanases actuam directamente contra os fungos, digerindo os fj-l,3-glucanos 
da sua parede, ou indirectamente, digerindo os polisacaridos do patogeneo e do hospedeiro 
para produzir elicitadores capazes de despoletar uma resposta hipersensitiva. As (3-1,3- 
Glucanases em geral tern sido alvo de muitos estudos, entre os quais o de Cheong, Y.H., Kim, 
C. Y., Chun, H.J., Moon, B.C., Park, H.C., Kim, J.K., Lee, S.-H., Han, C.-D., Lee, S.Y., Cho, 
N4.J. (2000), Molecular cloning of a soybean class III (3-1 ,3-glucanase gene that is regulated 
both developmental^ and in response to pathogen infection, Plant Science, 154, 71-81. 

A accao de varias isoformas de Taumatin-like esta provavelmente envolvida na 
permeabiliza9ao da membrana celular da celula patogenica alvo, apos a ligacpao especifica de 
varias unidades de protefnas Taumatin-like nao soluveis em agua a 0-1 ,3-glucanos. Entre 
outras referencias, as protefnas Taumatin-like encontram-se descritas em: Trudei, J., Grenier, 
J., Potvin, C, Asselin, A. (1998), Several Thaumatin-Like Proteins Bind to p- 1 ,3-glucans. 
Plant Physiology, 118, 1431-1438; Darby, R.M., Firek, S., Mur, L.A.J. , Draper, J. (2000), A 
thaumatm-like gene from Asparagus officinalis (AoPRT-L) exhibits slow activation 
Following tissue maceration or salicylic acid treatment, suggesting convergent defence-related 
signalling in monocots, Molecular Plant Pathology, 1(6), 357-366. 

SUMARIO DA INVENgAO 

Os genes codificantes para as enzimas AOC, Cistatina, (3-1,3-Glucanase e Taumatin-like 
foram isolados de plantas de C saliva tolerantes a doenpa da tinta, apos inoculayao com o 
Fun go patogenico P. cinnamomi. Estas enzimas sao expressas apos e ao longo do tempo da 
infecpao e, entre outras, sao responsaveis por diferentes respostas de defesa da planta. Os 
genes isolados regulam a expressao das enzimas referidas e quando silenciados produzem 
plantas com alto grau de susceptibilidade a doen9a. 
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Os reteridos genes podem ser inseridos em sense em castaiiheiros e em outras especies da 
farnilia das Fagaceas (por exeraplo nos generos Fagus e Quercus). Consequentemente, as 
variedades de Castanheiro Europeu economicamente importantes podem adquirir Lima maior 
lolerancia a doenpa da tinta provocada pelo fungo P. cinnamomi. 

DESCRICAO DETALHADA DA INVEN^AO E DAS SUAS APLICAQOES 

A presente invengao fornece novos genes isolados de Castanheiro Europeu, produzidos 
durante o processo de infecpao com P. cinnamomi Estes genes codificam para Lima enizma 
de sinalizapao do mecanismo de defesa - AOC - , para uma enzima protectora da proteolise — 
Cistatina para uma hidrolase da parede celular do fungo — [3-1,3-glucanase - e para uma 
enzima permeabilizadora da membrana celular do fungo - Taumulin-like. 

As sequencias de acidos nucleicos reinvidicadas podem ser usadas para incremental" a 
expressao dos genes AOC, do gene codificante para a Cistatina, do gene codificante para a [3- 
1 ,3-Glucanase e do gene til (de proteina Taumatin-like de C. sativa) enddgenos em qualquer 
orgao da pianta, aumentando assim a tolerancia a doenpa da tinta. A sobreexpressao pode ser 
conseguida atraves de sense upregulation, introduzindo moJeculas de mRNA, RNA, cDNA e 
DNA em orientapao sense. 

Isolamento de Sequencias de Acidos Nucleicos a partir de Plantas 

Os genes descritos na presente invenpao podem ser isolados a partir folhas de plantas 
inoculadas usando diferentes metodos, bem conhecidos. Em particular, uma abordagem pode 
ser usada, a descrita nesta patente, que consiste no desenho de primers especrijcos a partir de 
porpoes conservadas da sequencia do mesmo gene, isolada para a mesma especie, no caso 
dos genes das Cistatinas e das proteinas Taumatin-like, ou desenhados a partir de uma so 
especie, a mais proxima filogeneticamente, no caso do gene AOC. Dentro da mesma 
abordagem foram desenhados primers degenerados a partir das porpoes conservadas dos 
alinhamentos de sequencias do mesmo gene das P-l,3-glucanases, mas de diferentes especies 
para as quais estas sequencias ja tinham sido isoladas e publicadas na base de dados. 

Os procedimentos usados para o isolamento de RNA ou cDNA codiJlcantes para uma 
proteina de acordo com a presente invenpao, sujeitando-os ao isolamento de IVagmentos de 
cDNA, ligapao dos fragmentos a um vector de clonagem e transfcrmapao de uma celula 
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bospedeira, sao bem conhecidos na tecnologia de DNA recombinante. De acordo com esta 
tecnologia, qualquer pessoa com experiencia nesta area pode usar ou adaptar os protocolos 
detalhados para estes procedimentos, publicados em Sambrook et. ah (1989), Molfecular^ 
Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Editon, Cold Spring Harbor, New York, por exemplo, ou 
em qualquer outro manual de tecnologia recombinante. Fragmentos dos genes isolados 
descritos na presente inven9ao tambem estao contempJados nesta inven?ao. 

Os primers especificos desenhados podem ser substitiudos por outros primers diferentes, com 
vista a obten^ao de fragmentos ligeiramente diferentes das mesmas sequencias de aciclos 
nucleicos reinvindicados nesta patente, progredindo assim no conhecimento de cacla 
sequencia. Os primers degenerados podem ser usados para obter isoenzimas do mesmo gene 
noutras especies de Caslanea. ou para isolar genes analogos a partir de diferentes especies por 
PGR ou por outras tecnicas de amplifica9ao in vitro. Para uma revisao geral sobre as tecnicas 
de PGR consultar o PCR protocols: A Guide to Methods and Applications (Innis, M., 
Gelfand, D., Sninsky, J. e White, T. eds.), Academic Press, San Diego (1990). 

Os polinucelotidos podem ser tambem sintetizados por tecnicas bem conhecidas conforme o 
descrito na literatura tecnica. Fragmentos de DNA de cadeia dupla podem ser obtidos quer 
sintetizando a cadeia complementar e emparelhando ambas as cadeias sob condipoes 
apropriadas, quer adicionando a cadeia complementar usando DNA polimerase com uma 
sequencia de primer apropriada. 

Uma vez isolados, os genes descritos na presente invensao podem servir de sondas para o 
isolamento dos genes correspondentes nouti'as especies, por hibrida^ao, sob condi^oes 
moderadamente ou mesmo pouco estringentes. Usados como sondas heterologas, os genes 
isolados podem servir para fazer o screening de uma biblioteca de cDNA ou de uma 
biblioleca genomica, de qualquer especie. Usadas como sondas homologas, as sequencias de 
ucidos nucleicos isoladas podem servir para fazer o screening de uma biblioteca construida a 
partir de qualquer especie do genero Caslanea. 

Uso dos Aciclos Niicleicos da Invencao para a Sobreexpressao dos Genes 

De acordo com a presente inven9ao, uma molecula de DNA pode ser operacionalmente ligada 
a urn promotor capaz de regular a expressao da dita molecula de DNA para formal* urn gene 
quimerico. Este gene quimerico pode ser introduzido num vector de expressao replicavel. 



para usar em plantas a transformar. Os vectores de expressao replicaveis podem tambem ser 
usaclos para obter polipeptidos codificados pelos genes da presente invencao, pox metodos 
bem conhecidos de tecnologia de DNA recombinante. 

Os vectores de expressao replicaveis possuem geraimente am promo tor (pelo menos), urn 
fragmento activador de transcrifSo {enhancer), um sinal de termina<?ao, um sinal de tradu<?ao 
ou uma combinacao de dois ou mais destes elementos operativamente ligados numa posigao 
de leitura apropriada. Preferencialmente, os vectores possuem ainda um raarcador de 
select^ao, por exemplo, um gene de resistencia a um antibiotico. Os vectores de expressao 
replicaveis podem ser plasmideos, cosmideos, bacteriofagos e virus. 

As sequencias isoladas podem ser usadas para preparar cassetes de expressao que podem ser 
uteis numa serie de tecnicas. Por exemplo, cassetes de expressao utilizando estes genes 
podem ser usadas para aumentar a expressao dos genes AOC das Cistatinas, das p-1,3- 
Glucanases e 111 endogenos. A- sobreexpressao pode ser util, por exemplo, no aumento da 
Lolerancia a doen$a da tinta em variedades susceptiveis de Castanheiro Europeu, sinalizando 
as respostas de defesa, no caso do gene AOC ? causando dano no fungo patogenico, no caso 
dos genes das |3-l,3-Glucanases e til, ou actuando sobre efeitos nocivos do patogeneo, no 
caso do gene das Cistatinas. 

Para potenciar a expressao dos genes nas plantas, usando a tecnologia sense, a sequencia 
coditlcante ou open reading frame de um acido nucleico de inleresse pode ser 
operacionalmente ligada a um promotor (ao pro motor 35S de CaMV, ou a um promoter 
especitico da raiz, por exemplo) de tal forma que a cadeia sense de RNA seja Iranscrita. Esta 
cassete de expressao pode entao ser usada para transformar plantas onde a cadeia de RNA 
sense sera produzida. Uma maior acumufc^ao de mRNA que codifica a enzima de inleresse, a 
adicionar a produ?ao endogena, implicara uma maior sintese de enzimas relacionadas com a 
defesa a doemja da tinta, em variedades susceptiveis. Por outro lado, o promotor 35S de 
CaMV, altamente activo numa vasta variedade de tipos de plantas, podera fornecer uma 
expressao constitutiva dos genes de interesse, permitindo uma protecpao melhorada contra o 
P. cinnamomi. 

Uso dos Acidos Nucleicos da Invencao para Produzir Plantas Transtrenicas 
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As sequencias de acidos nucleicos isoladas na presente inven(?ao podem ser incorporadas num 
vector cle expressao e serem assim introduzidas tiuma celula hospedeira. Qualq.uer pessoa 
com pratica de tecnicas de biologia molecular pode desta forma produzir 'celulas^ 
recombinantes. Possiveis celulas hospedeiras incluem, mas nao estao limitadas a: bacterias, 
virus, leveduras, celulas cle mamiferos, insectos, fungos on plantas. Celulas vegetais ou 
bacterias sao as celulas hospedeiras preferenciais. 

As sequencias de nucleotidos reinvidicadas nesta inven^o podem ser inseridas num vector de 
expressao que pode ser introduzido no genoma do hospedeiro vegetal dusejado atraves de 
uma serie cle tecnicas de transformayao convencionais. Constru<?oes utilizando os genes 
isolados podem ser introduzidas num vector convencional de Agrobacleriimi twnefaciens. 
Durante o processo de infecpSo da celula hospedeira pelo Agrobacterium, a sua funpao de 
virulencia contida no vector direccionara a inserpao da constrapao e o gene marcador 
adjacente para o DNA da celula vegetal. 

Altemativamente, as construpoes de DNA podem ser directamente introduzidas no DNA 
genomico das celulas vegetais usando tecnicas tais como a electroporapao e microinjecpao em 
protoplastos de celulas vegetais. Metodos de balistica, tais como o bombardeamento de 
particuJas de DNA, permitem a introdupao de DNA directamente nos tecidos vegetais. 

As celulas vegetais transformadas obtidas a partir de quaisquer uma das tecnicas acima 
mencionadas podem ser colocadas em cultura para regenerarem uma plana inteira possuindo 
o genotipo transformado e, consequentemente, o fenotipo desejado, como por exemplo, 
arvores com maior toierancia a doenpa da tinta. Tais tecnicas de regenerapao baseiam-se na 
manipulapao de detrminados nutrientes e reguladores de crescimento num meio cle cultura 
contendo urn antibiotico, herbicida, ou outro marcador de selec<?ao c[ue tenha sido introduzido 
conjuntamente com as sequencias cle nucleotidos de interesse. A regenera^ao pode ser teita a 
partir cle diferentes explantes ou de embrioes. Para uma visao geral, ver Plant Cell, Tissue and 
Organ Culture, Fundamental Methods (O.L. Gamborg e G.C. Philips eds.), Springer- Verlag, 
1995. Os tecidos vegetais que podem ser utilizados para transformacao incluem, mas nao 
estao limitados a, gemas florais, tecido foliar, tecido radicular, meristemas, embrioes 
zigoticos e somaticos, anteras, microspores e macrosporos. 

A inU-odu9ao de genes no DNA genomico de C. sativa, por transformacao via Agrobacleriimi 

de entrenos cle plantulas in vitro ja foi conseguida [Seabra, R.M.L.C. (1998), Transformapao 
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Genetica cle Costarica saliva Mill, e Caracteriza9ao Molecular do Genero Castanea, 
Dissertapao de Doutoramento, Faculdade de Ciencias da Universidade de Lisboa], apesar da 
recalcitrancia em relacao a transformapao e a regenerate) de plantas. Outros sistemas "dttw" 
enorme potenciai ainda nao foram testaclos como alternativa, corao o bombardeamento de 
erabriOes somaticos de C saliva [Seabra, R.C., Pais, M.S. (2003) Genetic Transformation of 
Chestnut, em Plant Genetic Engeneering, Vol. 3, Singh, R.P., Jaiwal, P.K. eds., SCI Tech 
Publishing LLC, USA]. O bombardeamento de embri5es somaticos cle Quercus suber, da 
tamilia Fagaceae tal como C. saliva, ja foi conseguido por Neto, H. ( 1 995), Estudo das 
Condicoes cle Cultura in vitro e de Transferencia de Genes em Ouercus suher L., Disseretac;ao 
cle Mestrado, Faculdade de Ciencias da Universidade de Lisboa. A utilizacao de embrioes 
somaticos em transformacao genetica e uma vantagem, ja que' constituem orgaos 
geneticamente uniformes e reproduzem as caracteristicas da planta-mae. A regeneracao via 
embriogenese somatica permite assim ultrapassar muitas das desvantagens da regeneracao via 
organogenese, com origem multicelular [Dunstan, D.I., Thorpe, T.A. (1986). Regeneration in 
Forest Trees. Cell Culture and Somatic Cell Genetics of Plant, Vol. 3]. 

As plantas transformadas com os genes desta invencao podem manifestar urn padrao de 
sobreexpressao dos genes AOC e/ou de Cistatinas e/ou de |3-1,3-Glucanases e/ou ///. As 
plantas assim transformadas podem evidenciar maior resistencia a ataques cle patogeneos, 
nomeadamente ao ataque de fungos, atrasando, diminuindo ou mesmo pievenindo a extensao 
das ferida/danos provocados pelo patogeneo. 

As mnleculas cle DNA da presente inven<?ao podem ser usaclas para transformar qualquer 
planta em que a expressao da proteina codificada pela dita molecula de DNA seja desejada. 
As moleculas de DNA da presente invencao podem ser utilizadas numa serie cle plantas, mas 
sao particularmente uteis na producao de plantas geneticamente transformadas dos generos 
Castama e Ouercus. 

Qualquer pessoa experiente na materia reconheceria que ensaios cle actividade enzimatica, de 
imunoquimica, western blotting e outros ensaios de detec9ao podem ser usados para detectar 
os niveis de proteinas e a presen9a ou ausencia de proteinas codificadas pelas sequencias 
isoladas. Ao nivei do DNA, tecnicas como southern blotting, northern Moiling e amplificacao 
de DNA por PCR podem ser executadas para determinar se houve ou nao integravao das 
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sequencias genicas desejaclas no DNA da planta e se ocorreu sobreexpressao dos genes 
endogenos devido a acpao das sequencias introduzidas. 

Qualquer pessoa com experiencia poderia reconhecer que apos a incorporacpao estavel e 
operaeional de uma cassete numa planta transgenica, essa cassete podera ser introduzida 
noutras plantas atraves de cruzamentos sexuais. Varias sao as tecnicas de cruzamentos 
sexuais que podem ser utilizadas, dependendo das especies a cruzar. As sementes 
Iransgenicas e propagulos da planta transformada podem tambem ser obtidos e, quando 
colocados em cultura sob condipoes adequadas, podem original" novas plantas transgenicas. 

As possiveis utiliza<?oes a dar a esta invenpao, acima referidas, sao descritas com o intuito de 
melhor ilustrar a aplicapao pratica da invenpao e nao devem ser usadas como limitantes da 
propria invenpao. Deve ser entendido que a invencao nao se restringe ao material usado em 
particular, as combinapoes de materials e aos procedimentos seleccionados para atingir os fins 
desejados. Numerosas variapoes de tais detalhes podem ser introduzidas e devem ser 
apreciadas por alguem com experiencia na area. 

LISTAGEM DE SEQUENCIAS 
Foi utilizada para a listagem de sequencias o formato WIPO STANDARD ST.25 

<] 1 0> CASTANIA CASTANIA, Sociedade Agroflorestal, S A. 

<I20> Genes codificantes de Oxido de Aleno Ciclase (AOC), Cistatina, B-l ,3-Giucanase e 
de Proteina Taumatin-like isolados de Castanlieiro Europeu (Castanea sativa Mill.) 

<I30> I 

<I60> 17 

<210> I 

<21 l> 735 

<212> DNA 

<213> Castanea sativa 

<220> 

<221> CDS 

<222> (IV. (735) 
<223> 

<400> 1 
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atg gcc act gtt tec tea gee tct get get ctt aga ace att tct tct 48 
Mel Ala Thr Val Ser Ser Ala Ser Ala Ala Leu Arg Thr He Set- Ser 
15 10 15 



tec tea tec aag eta tct tct gcc ttc caa act aaa aag ate caa tct 96 
Ser Ser Ser Lys Leu Ser Ser Ala Phe Gin Thr Lys Lys He Gin Ser 
20 25 30 

lit aaa eta cct aac cct etc att tct cag aat cat aaa ctt act ace 1 44 
Phe Lys Leu Pro Asn Pro Leu He Ser Gin Asn His Lys Leu Thr Thr 
35 40 45 

acc tct act act get tec aga tea ttt tec tgc aag age cag age acc 1 92 
Thr Ser Thr Thr Ala Ser Arg Ser Phe Ser Cys Lys Ser Gin Ser Thr 
50 55 60 

tea aca gat tea act aac act gaa gtt caa gaa ctt agt gtc tat gag 240 
Ser ThrAsp Ser Thr Asn Thr Glu Val Gin Glu Leu Ser Val Tyr Glu 
65 70 75 80 

ate aat gaa cgt gat cgt gga age cct get tat ctt cga ttg age caa 288 
lie Asn Glu Arg Asp Arg Gly Ser Pro Ala Tyr Leu Arg Leu Ser Gin 
85 " 90 95 

aag act gtt aat tea etc gga gat ctt gtc ccc ttt age aac aag eta 336 
Lys Thr Val Asn Ser Leu Gly Asp Leu Val Pro Phe Ser Asn Lys Leu 
100 105 110 

tat act gca gat eta aag aag aga att gga ata aca gca gga etc tgc 384 
Tyr Thr Ala Asp Leu Lys Lys Arg lie Gly He Thr Ala Gly Leu Cys 
115 120 125 

ill ctg ale aag eac gaa gaa gag aag aaa gga gat cgc tat gaa get 432 
lie Leu lie Lys His Glu Glu Glu Lys Lys Gly Asp Arg Tyr Glu Ala 
130 135 140 

git tac age ttc tae ttc ggc gat tac ggt cat ate gcc gtt cag gga 480 
Val Tyr Ser Phe Tyr Phe Gly Asp Tyr Gly His lie Ala Val Gin Gly 
145 150 155 160 

geg tac tta ace tat gaa gaa act tac eta gcc gtc acc ggt gga tec 528 
Ala Tvr Leu Thr Tyr Glu Glu Thr Tyr Leu Ala Val Thr Gly Gly Ser 
165 170 175 

ggc ata ttt gca ggg gtt tec ggt caa gtg aaa ttg cag caa etc att 576 
Gly He Phe Ala Gly Val Ser Gly Gin Val Lys Leu Gin Gin Leu He 
180 185 190 



II 



ttc cct ttc aag eta ttt tac act ttt tac ttg aag ggg ate ccc ggt 624 
Phe Pro Phe Lys Leu Phe Tyr Thr Phe Tyr Leu Lys Gly He Pro Gly 
195 200 205 



ctg cca tct gaa ttg ttg tgt acg gcg gtt cct ccg teg ccg acg gtg 672 
Leu Pro Ser Glu Leu Leu Cys Thr Ala Val Pro Pro Ser Pro Thr Val 
210 215 220 

gag cca aca cct gaa get aaa get tgt gag gaa ggg gee gca ctg aaa 720 
Glu Pro Thr Pro Glu Ala Lys Ala Cys Glu Glu Gly Ala Ala Leu Lys 
225 230 235 240 

aat tac act aat taa 735 
A sn. Tyr Thr Asn 

V 

<210> 2 

<2il> 244 

<212> PRT 

<213> Castanea sativa 

<400> 2 

Met Ala Thr Val Ser Ser Ala Ser Ala Ala Leu Arg Thr He Ser Ser 
1 5 10 15 



Ser Ser Ser Lys Leu Ser Ser Ala Phe Gin Thr Lys Lys He Gin Ser 
20 ' 25 30 



Phe Lvs Leu Pro Asn Pro Leu lie Ser Gin Asn His Lys Leu Thr Thr 
35 40 45 



Thr Ser Thr Thr Ala Ser Arg Ser Phe Ser Cys Lys Ser Gin Ser Thr 
50 55 60 



Ser Thr Asp Ser Thr Asn Thr Glu Val Gin Glu Leu Ser Val Tyr Glu 
65 70 75 80 



lie Asn Glu Arg Asp Arg Gly Ser Pro Ala Tyr Leu Arg Leu Ser Gin 
85 90 95 

Lys Thr Val Asn Ser Leu Gly Asp Leu Val Pro Phe Ser Asn Lys Leu 
100 105 110 
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Tyr Thr Ala Asp Leu Lys Lys Arg He Gly He Thr Ala Gly Leu Cys 
115 120 125 



rie Leu [le Lys His Glu Glu Glu Lys Lys Gly Asp Arg Tyr Glu Ala 
130 ' 135 140 



Val Tyr Ser Phe Tyr Phe Gly Asp Tyr Gly His He Ala Val Gin Gly 
145 150 155 160 



Ala Tyr Leu Thr Tyr Glu Glu Thr Tyr Leu Ala Val Thr Gly Gly Ser 
165 170 175 



Gly He Phe Ala Gly Val Ser Gly Gin Val Lys Leu Gin Gin Leu lie 
180 185 190 



Phe Pro Phe Lys Leu Phe Tyr Thr Phe Tyr Leu Lys Gly He Pro Gly 
195 200 205 



Leu Pro Ser Glu Leu Leu Cys Thr Ala Val Pro Pro Ser Pro Thr Val 
210 215 220 



Glu Pro Thr Pro Glu Ala Lys Ala Cys Glu Glu Gly Ala Ala Leu Lys 
225 230 235 240 



Asn Tyr Thr Asn 



<210> 3 

<21l> 318 

<212> DNA 

<2 1 3 > Castanea sativa 

<220> 
<221> CDS 
<222> (l)..(318) 
<223> 
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<400> 3 

atg aga aaa ttg gca gca eta gtt gga gga gtg tea gat gtt aag gga 48 
Met Arg Lys Leu Ala Ala Leu Yal Gly Gly Val Ser Asp Val Lys Gly 
15 10 15 

cut gag aac age ttg cag ate gac gac etc get cgt ttt get gtc gac 96 
His^Glu Asn Ser Leu Gin lie Asp Asp Leu Ala Arg Phe Ala Val Asp 
20 25 30 

gac cac aac aag aaa gcg aat aca ctg ctg cag ttt aag aag gtg gtg 1 44 
Asp His Asn Lys Lys Ala Asn Thr Leu Leu Gin Phe Lys Lys Val Val 
35 " 40 45 

aat gcg aaa cag cag gtg gtt tct gga aca ata tac att eta acg ttg 1 92 
Asn Ala Lys Gin Gin Val Val Ser Gly Thr He Tyr He Leu Thr Leu 
50 55 60 

gag gtg gag gat ggc ggg aag aag aaa gtt tat gaa gec aag att tgg 240 
Glu Val Glu Asp Gly Gly Lys Lys Lys Val Tyr Glu Ala Lys He Tip 
65 70 75 80 

gag aag cca tgg ttg aac ttc aag gag gtg cag gaa ttt aag etc att 288 
Glu Lys Pro Trp Leu Asn Phe Lys Glu Val Gin Glu Phe Lys Leu He 
85 90 95 

ggt gat gec cct aca cac cat agt get taa 3 1 8 

Gly Asp Ala Pro Thr His His Ser Ala 
1 00 1 05 



<210> 4 

<211> 105 

<212> PRT 

<21.3> Castanea sativa 

<400> 4 

iviet Arc Lys Leu Ala Ala Leu Val Gly Gly Val Ser Asp Val Lys Gly 
I " 5 10 15 



1-1 is Glu Asn Ser Leu Gin lie Asp Asp Leu Ala Arg Phe Ala Val Asp 
20 25 30 



Asp His Asn Lys Lys Ala Asn Thr Leu Leu Gin Phe Lys Lys Val Val 
35 40 45 
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Asn Ala Lys Gin Gin Val Val Ser Gly Thr He Tyr lie Leu Thr Leu 
50 55 60 



Glu Val Glu Asp Gly Gly Lys Lys Lys Val Tyr Glu Ala Lys tie Tip 
65 70 75 80 



Glu Lys Pro Trp Leu Asn Phe Lys Glu Val Gin Glu Phe Lys Leu lie 
85 90 95 



Gly Asp Ala Pro Thr His His Ser Ala 
100 105 



<210> 5 

<21 1> 927 

<212> DNA 

<213> Castanea sativa 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1)..(927) 
<223> 



<400> 5 

atg aga ate tat gat ccg aat cag get gtt eta caa gec ctt aga ggc 48 
Met Ary lie Tyr Asp Pro Asn Gin Ala Val Leu Gin Ala Leu Arg Gly 
I 5 10 15 

fct aac att gaa gtc atg eta ggt gtc cca aac tea gac ctt caa age 96 
Ser Asn lie Glu Val Met Leu Gly Val Pro Asn Ser Asp Leu Gin Ser 
20 25 30 

ctt gee aac cct tec aat gca caa gca tgg gta caa aga aac gta ctt 1 44 
Leu Ala Asn Pro Ser Asn Ala Gin Ala Trp Val Gin Arg Asn Val Leu 
35 40 45 

aac ttc tgg cct agt gtc agg ttt cga tac att gca gtt gga aat gaa 1 92 
Asn Phe Trp Pro Ser Val Arg Phe Arg Tyr lie Ala Val Gly Asn Glu 
50 55 60 

gtg agt cct gtt aat gga ggc aca get ggg tta gca caa att gtt etc 240 
Val Ser Pro Val Asn Gly Gly Thr Ala Gly Leu Ala Gin lie Val Leu 
65 70 75 80 
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cct gcc tta acc aac gta ttc aat gca att aga tea get ggc ctt aag 288 
Pro AJa Leu Thr Asn Va] Phe Asn Ala He Arg Ser Ala Gly Leu Lys 
85 90 95 

gac caa ate cag gtt tea att gca att gac atg acc tta ata gga aac 336 
Asp Gin lie Gin Val Ser lie Ala He Asp Met Thr Leu lie Gly Asn 
100 105 110 

tec tat cct ccg tea gca ggg get ttc aga ggt gat gtt aga tea tat 384 
Ser Tyr Pro Pro Ser Ala Gly Ala Phe Arg Gly Asp Val Arg Ser Tyr 
115 120 125 

tta gac cea ate att ggt cac eta gta tat get aag gca ccc tta eta 432 
Leu Asp Pro He tie Gly His Leu Val Tyr Ala Lys Ala Pro Leu Leu 
.130 135 140 

gcc aat gtg tac act tat ttt age tat get gga aat cca cgc gac att 480 
Ala Asn Val Tyr Thr Tyr Phe Ser Tyr Ala Gly Asn Pro Arg Asp He 
145 150 155 160 

tct ctt ccc tat get ttg ttt act tec cca tea gtt gtg gca tgg gat 528 
Ser Leu Pro Tyr Ala Leu Phe Thr Ser Pro Ser Val Val Ala Tip Asp 
165 170 175 

ggt cct aag gga tac caa aac ctt ttt gat gca atg atg gat gca ttg 576 
Gly Pro Lys Gly Tyr Gin Asn Leu Phe Asp Ala Met Met Asp Ala Leu 
180 185 190 

tac tea get etc gag agg teg tgg ggc ggt tea ttg gag gtt gtt gtt 624 
Tyr Ser Ala Leu Glu Arg Ser Tip Gly Gly Ser Leu Glu Val Val Val 

.1.95 200 205 

lea gag agt gga tgg cca tea gca gca ggt gga ttc get aca tea ttt 672 
Ser Glu Ser Gly Tip Pro Ser Ala Ala Gly Gly Phe Ala Thr Ser Phe 
210 215 220 

gat aat gca cgt act tat tac tea aat ttg att aag cat gtc aaa ggg 720 
Asp Asn Ala Arg Thr Tyr Tyr Ser Asn Leu He Lys His Val Lys Gly 
225 230 235 240 

ggt aca cca aag agg cct ggg gga get ata gag acc tat ctt ttt gcc 768 
Gly Thr Pro Lys Arg Pro Gly Gly Ala lie Glu Thr Tyr Leu Phe Ala 
245 250 255 

atg ttt aat gag aat cag aaa caa cca gag eta gag aaa aac ttt ggc 8 1 6 
Met Phe Asn Glu Asn Gin Lys Gin Pro Glu Leu Glu Lys Asn Phe Gly 
260 265 270 
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tta ttc ttc cca aat aaa cag ccc aaa ttt aac etc aat ttt ggt gga 864 
Leu Plie Phe Pro Asn Lys Gin Pro Lys Phe Asn Leu Asn Phe Gly Gly 
275 280 285 



gaa aga ate tgg gat gtc act get gaa tat aat gca aca gtt tec etc 9 1 2 
Glu Arg Tie Trp Asp Val Tin- Ala Glu Tyr Asn Ala Thr Val Ser Leu 
290 295 300 

agt agt gat atg taa 927 

Ser Ser Asp Met 

305 



<210> 6 

<21 L> 308 

<212> PRT 

<2 1 3> Castanea sativa 

<400> 6 

Met Arg lie Tyr Asp Pro Asn Gin Ala Val Leu Gin Ala Leu Arg Gly 
I " 5 10 15 



Ser Asn lie Glu Val Met Leu Gly Val Pro Asn Ser Asp Leu Gin Ser 
20 25 30 



Leu Ala Asn Pro Ser Asn Ala Gin Ala Trp Val Gin Arg Asn Val Leu 
35 40 45 



Asn Phe Trp Pro Ser Val Arg Phe Arg Tyr He Ala Val Gly Asn Glu 

50 55 60 



Val Ser Pro Val Asn Gly Gly Thr Ala Gly Leu Ala Gin He Val Leu 
65 70 75 80 



Pro Ala Leu Thr Asn Val Phe Asn Ala He Arg Ser Ala Gly Leu Lys 
85 90 95 



Asp Gin lie Gin Val Ser lie Ala He Asp Met Tin- Leu He Gly Asn 
1 00 1 05 110 
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Ser Tyr Pro Pro Ser Ala Gly Ala Phe Arg Gly Asp Val Arg Ser Tyr 
115 120 125 



_eu Asp Pro 1 le He Giy His Leu Val Tyr Ala Lys Ala Pro Leu Leu 
130 135 ' 140 



Ala Asn Val Tyr Thr Tyr Phe Ser Tyr Ala Gly Asn Pro Arg Asp He 
145 150 155 160 



Ser Leu Pro Tyr Ala Leu Phe Thr Ser Pro Ser Val Val Ala Tip Asp 
165 170 175 



Gly Pro Lys Gly Tyr Gin Asn Leu Phe Asp Ala Met Met Asp Ala Leu 
180 185 190 



Tyr Ser Ala Leu Glu Arg Ser Trp Gly Gly Ser Leu Glu Val Val Val 
195 200 205 



Ser Glu Ser Gly Trp Pro Ser Ala Ala Gly Gly Phe Ala Thr Ser Phe 
210 215 220 



Asp Asn Ala Arg Thr Tyr Tyr Ser Asn Leu He Lys His Val Lys Gly 

225 230 235 240 



Gly Thr Pro Lys Arg Pro Gly Gly Ala He Glu Thr Tyr Leu Phe Ala 

245 250 255 



Met Phe Asa Glu Asn Gin Lys Gin Pro Glu Leu Glu Lys Asn Phe Gly 
260 265 270 



Leu Phe Phe Pro Asn Lys Gin Pro Lys Phe Asn Leu Asn Phe Gly Gly 
275 280 285 



Glu Arg lie Trp Asp Val Thr Ala Glu Tyr Asn Ala Thr Val Ser Leu 
290 " 295 300 
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Ser Ser Asp Met 
305 



<210> 7 

<2U> 732 

<212> DNA 

'2 1 3; ■ Castanea sativa 

<22()> 

<221> CDS 
<222> (l)..(732) 
<223> 



<400> 7 

atg aaa acc ctg gca etc tac ggc ctt acc ttg gec ttc ttt ttc tta 48 

Met Lys Thr Leu Ala Leu Tyr Gly Leu Thr Leu Ala Phe Phe Phe Leu 

15 10 15 

tct »,iit gca cac tct get aaa ata act ttc aca aac aac tgt cca aga 96 
SerOlv Ala His Ser Ala Lys He Thr Phe Thr Asn Asn Cys Pro Arg 
'20 25 30 

acc ate tgg cca gga acc eta act teg gat caa aaa cct caa ctt tea 144 
Thr He Trp Pro Gly Thr Leu Thr Ser Asp Gin Lys Pro Gin Leu Ser 
35 40 45 

naa act gga ttt gag tta gca tec aaa gca tec tta aca ttg gaa tgt 1 92 
Lys Thr Gly Phe Glu Leu Ala Ser Lys Ala Ser Leu Thr Leu Glu Cys 
"50 55 60 

tea age lee atg gaa agg ccg gtt ttg ggc ccg aac ccg atg cac cae 240 
Ser Ser Ser Met Glu Arg Pro Val Leu Gly Pro Asn Pro Met His His 
65 70 75 80 

caa ate agg aaa gtt cac ttg cga gac tgc tga ttg tag cac egg tea 288 
Gin lie Arg Lys Val His Leu Arg Asp Cys Leu His Arg Ser 
85 90 

gut luc atu caa tgg taa egg tgc aat ccc acc age ttc ttt agt aga 336 
CM v Cvs Met Gin Trp Arg Cys Asn Pro Thr Ser Phe Phe Ser Arg 
95" ' 100 105 

aat caa eat ago age caa teg tgg gat gga eta tta tga tgt tag cct 3 84 
Asn Gin His Ser Ser Gin Ser Trp Asp Gly Leu Leu Cys Pro 
I 10 115 120 
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tgt aga tgg ctt caa ctt gcc tgt ttc tgt age cac cag agg egg cac 432 
Cys Arg Trp Leu Gin Leu Ala Cys Phe Cys Ser His Gin Arg Arg His 

125 " ' 130 135 

tgg tga ttg caa ggc cac aag ctg tec age taa tgt gaa cgc agt ttg 480 
Tip Leu Gin Gly His Lys Leu Ser Ser Cys Glu Arg Ser Leu 
140 145 150 

ccc age gga att aca agt gaa agg gtc tga tgg gag cgt get tgc ttg 528 
Pro Ser Gly He Thr Ser Glu Arg Val Tip Glu Arg Ala Cys Leu 
155 160 165 

caa gag cgc ttg tat tgc ttt caa tea acc aca gta ctg ttg cac tgg 576 
Gin Glu Arg Leu Tyr Cys Phe Gin Ser Thr Thr Val Leu Leu His Trp 
170 " 175 180 

tgc att taa cac ccc gaa aac atg tec acc cac aaa ata ttc teg cat 624 
Cys He His Pro Glu Asn Met Ser Thr His Lys He Phe Ser His 
185 190 195 

ctt taa gca aca atg tec tea age tta tag eta tgc tta tga tga tec 672 
Leu Ala Thr Met Ser Ser Ser Leu Leu Cys Leu Ser 
200 205 210 

tac cag cac ctt lac ctg etc aag tgc acc cga eta tgt tat cgc att 720 
Tyr Gin His Leu Tyr Leu Leu Lys Cys Thr Arg Leu Cys Tyr Arg He 
215 220 225 

ttg tec ata aat 732 
Leu Ser fie Asn 

230 



<210> 8 

<2 I 1 > 226 

<212> PRT 

<213> Castanea sativa 

<400> 8 

Met Lys Thr Leu Ala Leu Tyr Gly Leu Thr Leu Ala Phe Phe Phe Leu 
15 10 15 



Ser Gly Ala His Ser Ala Lys Jle Thr Phe Thr Asn Asn Cys Pro Arg 
20 25 30 
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Thr lie Ti p Pro Gly Thr Leu Thr Ser Asp Gin Lys Pro Gin Leu Ser 

35 40 45 



Lys Thr Gly Phe Glu Leu Ala Ser Lys Ala Ser Leu Tin- Leu Glu Cys 
50 55 60 



Ser Ser Ser Met Glu Arg Pro Val Leu Gly Pro Asn Pro Met His His 
65 70 75 80 



Gin He Arg Lys Val His Leu Arg Asp Cys His Arg Ser Gly Cys Met Gin 
85 " 90 



Tip Arg Cys Asn Pro Tin Ser Phe Phe Ser Arg Asn Gin His Ser Ser Gin 
100 105 , 110 



Ser Trp Asp Gly Leu Leu Pro Cys Arg Tip Leu Gin Leu Ala Cys Phe Cys 
115 120 125 130 



Ser His Gin Arg Arg His Trp Leu Gin Gly His Lys Leu Ser Ser Cys Glu 
135 ~ 140 145 



Are; Ser Leu Pro Ser Gly lie Thr Ser Glu Arg Val Trp Glu Arg Ala Cys 
150 155 160 165 



r eu Gin Glu Arg Leu Tyr Cys Phe Gin Ser Thr Thr Val Leu Leu His Tip 
170 175 180 



Cys lie His Pro Glu Asn Met Ser Thr His Lys He Phe Ser His Leu Ala 
185 190 195 



Tin Met Ser Ser Ser Leu Ser Tyr Gin His Leu Tyr Leu Leu Lys Cys Thr 
200 205 210 215 



Arg Leu Cys Tyr Arg He Leu Ser He Asn 
220 225 
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REINVIDICACOES \ 

\ 

1. Quatro sequencias de acidos nucleicos isoladas de Castanlieiro Europeu compreendendo as'' 
regioes codificantes para as proteinas Oxido de Aleno Ciclase (AOCCx) Cistatina (CystCx) |i- 
1,3-Glucanase (JJGlucCs) e Thaum a tin-like (til). 

2. A sequencia de acidos nucleicos isolada descrita na reinvidicacao 1 caracterizada por possuir 
a sequencia da SEQ. ID. NO:l. 

3. A sequencia de acidos nucleicos isolada descrita na reinvidicacao 2 caracterizada por 
codificar urn polipeptido de Oxido de Aleno Ciclase (AOC). 

) 4. A sequencia de acidos nucleicos isolada descrita na reinvidicacao 2 caracterizada por 
codificar uma proteina ou um polipeptido com a sequencia de aminoacidos da SEQ. ID. 
NO:2. 

5. A sequencia de acidos nucleicos isolada descrita na reinvidicacao I caracterizada por possuir 
a sequencia da SEQ. ID. NO:3. 

6. A sequencia de acidos nucleicos isolada descrita na reinvidicacao 5 caracterizada por 
codificar um polipeptido de Cistatina. 

7. A sequencia de acidos nucleicos isolada descrita na reinvidicacao 5 caracterizada por 
codificar uma proteina ou um polipeptido com a sequencia de aminoacidos da SEQ. ID. 

^ NO:4. 

8. A sequencia de acidos nucleicos isolada descrita na reinvidicacao 1 caracterizada por possuir 
a sequencia da SEQ. ID. NO:5. 

9. A sequencia de acidos nucleicos isolada descrita na reinvidicacao 8 caracterizada por 
codificar um polipeptido de P-1,3-Glucanase. 

10. A sequencia de acidos nucleicos isolada descrita na reinvidicacao 8 caracterizada por 
codificar uma proteina ou polipeptido com a sequencia de aminoacidos da SEQ. ID. NO:6. 

I 1 . A sequencia de acidos nucleicos isolada descrita na reinvidicacao 1 caracterizada por possuir 
a sequencia da SEQ. ID. NO:7. 



12. A sequencia cle acidos nucleicos isolada descrita na reinvidica^ao 11 caracterizada por 
codificar urn polipeptido de Thaumatin-like. 

13. A sequencia de acidos nucleicos isolada descrita na reinvidica9ao 11 caracterizada por 
codificar uma protema ou urn polipeptido com a sequencia de aminoacidos da SEQ. ID. 
N0:8. 

14. As sequencias de acidos nucleicos isoladas descritas na reinvidica9ao 1 caracterizadas por 
poderem ser apresentadas na forma de moleculas de RNA mRNA cRNA cDNA e DNA. 

15. As sequencias de acidos nucleicos isoladas descritas na reinvidica9ao 1 caracterizadas por 
poderem ser usadas conjuntamente com outros genes expressos no Castanheiro Europeu. 

16. Urn gene quimerico compreendendo uma ou mais moleculas de acidos nucleicos descritas na 
reinvidica^ao 1 orientadas em sense e que podem ser operacionalmente ligadas a urn 
promoter. 

17. Uma cassete de expressao compreendendo pelo menos urn dos genes quimericos descritos na 
reinvidica9ao 16. 

18. Urn vector de expressao compreendendo pelo menos urn dos genes quimericos descritos na 
reinvidicaQao 16. 

19. O genoma de uma planta desde que possuapelo menos urn dos genes quimericos descritos na 
reinvidica<?ao 16. 

20. Uma celula hospedeira transformada com pelo menos urn dos genes quimericos descritos na 
reinvidica9ao 16. 

21. Uma planta geneticamente moditicada contendo pelo menos urn dos genes descritos na 
reinvidica<?3o 16 caracterizados por estarem estavelmente integrados no genoma da dita 
planta. 

22. A descendencia de qualquer cruzamento envoi vendo a planta descrita na reinvidica?ao 2 1 . 

23. Frutos ou sevnentes compreendendo pelo menos urn dos genes quimericos descritos na 
retnvidicapao 16 caracterizados por estarem estavelmente integrados no genoma. 



24. Urn m6todo de melhorar a sinalizapao da resposta de defesa a doen(?a cla tinta caract&rizatlb 
por compreender a introdu ? ao de uma cassete de expressao de acordo corn's* desertto ■ 
reinvidica<;ao 17. 1 > 

25. Um metodo de melhorar a anula<?ao da ac Q ao de proteases do fungo patogenico caracterizado 
por compreender a introdu 9 ao de uma cassete de expressao de acordo com o descrito na 
reinvidica<?ao 17. 

26. Urn metodo de melhorar o ataque a parede cetular do fungo patogenico caracterizado por 
compreender a introdu<?ao de uma cassete de expressao de acordo com o descrito na 
reinvidicacjao 17. 

27. Urn metodo de melhorar o permeabiliza 9 ao e rupture da membrana celular do fungo 
patogenico caracterizado por compreender a introdu 9 ao de uma cassete de expressao de 
acordo com o descrito na reinvidica<?ao 17. 
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